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 چکیده
 برای شد. مطالعه پژوهش این در کیترید قارچ به آلودگی طی Haematococcus pluvialis ریزجلبک سلولی اولیه پاسخ

 هایریزجلبک بازیافتی محیط کیترید، قارچ به آلوده محیط سه در H. pluvialis ریزجلبک پالملوئید شکل منظور، این

 اکسیدانی، آنتی هایآنزیم فعالیت سپس و شد کشت روز دو برای کیترید قارچ به آلوده جلبک ریز بازیافتی محیط و سالم

 شد. سنجیده HPLC  و UV/vis سنجی طیف فنون با سلولی درون آزاد آمینواسیدهای و سلولی برون پراکسید غلظت

 کیترید به آلوده هایسلول در پراکسیداز و کاتالاز دیسموتاز، سوپراکسید اکسیدانیآنتی هایآنزیم فعالیت بیشترین

 ها آنزیم این فعالیت بیشترین بود. شاهد های نمونه برابر 6/2 و 7/6 ،3/2 میزان به و 48 و 24 ،24 های ساعت در ترتیب به

 بیشتر برابر 6/2 و 5/2 ،1/2 ترتیببه ساعت 36 و 12 ،12 در آلوده هایسلول بازیافتی محیط با شده کشت هایسلول در

 محیط در شده کشت ریزجلبک در سلولی برون پراکسید میزان همچنین بود. شاهد هاینمونه در هاآنزیم این فعالیت از

 هایسلول در پراکسید سطح که است حالی در این و بود هانمونه سایر از بیشتر برابر 4 حدود آلوده هایسلول بازیافتی

 آمینواسیدهای یافت. افزایش کشت ساعت 48 طی میکرومولار 8/1 به 3/1 از ملایمی شیب با کیترید به آلوده

 با تریپتوفان و آلانین فنیل و افزایش بیشترین با متیونین و آرژنین اسید، آسپاراتیک آسپاراژین، آلانین، هیستیدین،

 آنتی مسیرهای کردن فعال طریق از H. pluvialis ریزجلبک که دهد می نشان نتایج بودند. همراه کاهش بیشترین

 آلودگی از ناشی سلولی پراکسید سطح افزایش کیتریدو با مقابله به ویژه آمینواسیدهای برخی نیز و آنزیمی اکسیداتیو

 .پردازد می
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 مقدمه

 نوع از رنگ قرمز رنگدانه یک 1آستازانتین

 وزن و  C40H52O4 مولکولی فرمول با کتوکاروتنوئیدها

g mol مولکولی
 اثرهای از تواندمی که است 86/596 1-

 کننده فتوسنتز غشای و کلروفیل بر بنفشفرا پرتو مضر

 اکسیدانی آنتی ویژگی از حاکی شواهد .[5] کند جلوگیری

 از بیشتر بار 500 حدود )تا آستازانتین قوی بسیار

  همانند کاروتنوئیدها سایر از یا و (E و C ویتامین

 این .[6] است زآزانتین و لوتئین لیکوپن، کاروتن،-بتا

 هایپژوهش تا است شده باعث آستازانتین ویژگی

 بر آستازانتین تاثیر آزمایش هدف با بسیاری بالینیپیش

 افزایش و عروقی قلبی هایبیماری سرطان، درمان

  .[5] گیرد شکل ایمنی سیستم کارایی

 یپایه بر آستازانتین امروزی بازار %95 از بیش

 در .[17] است شده بنا شیمیایی ساخت هایروش

 ساختگی هایترکیب از استفاده پیش، هایسال

 با سمی جانبی هایفراورده تولید دلیلبه شیمیایی

 سبب این و است شده روبرو شدیدی محدودیت

 است گشته طبیعی آستازانتین برای تقاضا افزایش

 توان که محدودی هایسلول راستا، همین در .[23]

 ماده این طبیعی منبع عنوانبه دارند را آستازانتین سنتز

 ریزجلبک میان، این در اند.گرفته قرار توجه مورد

 Haematococcus pluvialis ریزجلبک سلولی تک

 که شودمی شناخته آستازانتین تولید منبع ترینغنی

 وزن درصد 3-5 حدود آستازانتین ذخیره و تولید توان

 آستازانتین برای سالانه تقاضای .[9] دارد را خود

 حدود بازار در H. pluvialis ریزجلبک از طبیعی

 در اصلی مشکل .[14] باشدمی دلار میلیون 2145

 آستازانتین، طبیعی منبع این سازیتجاری راستای

 است. ریزجلبک کشت بالای هزینه و پایین بازدهی
                                                           
1
 Astaxanthin 

 فرایندی هزینه کاهش راستای در بسیاری هایتلاش

 صورت پیشرفته فتوبیوراکتورهای انواع طراحی با

 باز استخرهای از استفاده حال این با ولی است گرفته

 شناخته ریزجلبک کشت روش ترینصرفه به همچنان

 آلودگی باز، استخرهای اصلی مشکل .[15] شودمی

 و آغازیان ها،باکتری ها،ویروس انواع به کشت سامانه

 حمله مورد نیز H. pluvialis ریزجلبک است. هاقارچ

 مژک ها،)آمیب زئوپلانکتونی و قارچی هایپارازیت

 و هاریزجلبک سایر همچنین و روتیفرها( و داران

 کاهش جز اینتیجه که گیردمی قرار هاسیانوباکتر

 کل رفتن بین از حتی و محصول کیفیت و تودهزیست

 .[11] ندارد کشت سامانه

 شاخه به متعلق سلولیتک قارچ با شدن آلوده

 Paraphysodermaنام به کیتریدیومیکوتا

sedebokerensis کشت در اساسی هایچالش از یکی 

 .[11] است صنعتی مقیاس در H. pluvialis باز

 کوتاهی زمان مدت در P. sedebokerensis با آلودگی

 سامانه کل انهدام و H. pluvialis سلول مرگ به منجر

 )سلول 2پالملوئید که است قادر کیترید شود.می کشت

 )سلول 3آپلانسپورها و تاژک( فاقد ریزجلبک

 کننده ذخیره و ضخیم سلولی دیواره با ریزجلبک

 که است حالی در این سازد. آلوده را آستازانتین(

 قرار کیترید حمله مورد متحرک دارتاژک هایسلول

 H. pluvialis کشت شدن آلوده فرایند طی گیرند.نمی

 در تیره ایقهوه رنگ به سالم هایسلول کیترید، با

 زنده، هایسلول شامل سلولی هایلخته و آیند می

 محیط در آلی هایترکیب سایر و سلولی هایباقیمانده

 هاسلول کل فرایند تداوم با و شودمی دیده کشت

 ریزجلبک اختصاصا کیتریدها .[8] شوندمی واپاشیده

                                                           
2
 Palmeloids 

3
 Aplanospores 
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H. pluvialis آلوده سیست و نمایی فاز دو هر در را 

 در آمیزی موفقیت پژوهش هیچ تاکنون .[8] کنندمی

 نیافته توسعه آلودگی عامل این از جلوگیری راستای

 ریزجلبک واکنش مطالعه اهمیت بر امر این که است

 یک توسعه منظوربه کیترید با رویارویی هنگام در

  افزاید.می آلایندگی عامل این حذف برای کارا روش

 که داد نشان [16] همکاران و Olive هایپژوهش

 برای آرژنین و آسپارژین تریپتوفان، آمینواسیدهای

 اثر سازیخنثی و هاریزسازواره دفاعی سیستم افزایش

 بر پاتوژن-گیاه برهمکنش اثر است. ضروری هاپاتوژن

 در سیگنال مولکول یک عنوانبه سلولی پراکسید میزان

 است شده شناخته سلول دفاعی هایهورمون بیان

 هایسلول آلودگی اثر رو،پیش پژوهش در .[20]

H. pluvialis فعالیت پاسخ و سلول رشد بر کیترید به 

-درون آزاد آمینواسیدهای و اکسیدانیآنتی هایآنزیم

 شناخت تواندمی مطالعه این است. شده مطالعه سلولی

 و دهد بدست قارچ تنش به سلول پاسخ از بهتری

 در معضل این حل برای راهکاری ارائه به کمک

 نماید. آتی هایپژوهش

 

 هاروش و مواد
 کشت شرایط و ریزجلبک .2-1

 موسسه جلبکی بانک از H. pluvialis ریزجلبک

 تهیه چین( )ووهان، چین علوم آکادمی در شناسیآب

 شکلبه BG11 کشت محیط در هاسلول کشت شد.

 اتاق در لیتری یک فتوبیوراکتورهای در پیوستهنیمه

 منبع .گرفت انجام C 2 ± 25° ثابت دمای با رشد

 CO2 04/0%) کف از هوادهی با کشت محیط کربن

 شکلبه هاسلول به نوردهی و شد تامین هوا( در موجو

μmol photon s شدت با پیوسته
−1

 m
 شد. انجام 20 2−

 یک یافت. ادامه روز 7 مدت برای هاسلول کشت

 محیط از cell.mL⁻¹ 106×1 غلظت با سلولی استوک

 در تیمار برای و برداشت نمایی فاز اواسط در کشت

  گرفت. قرار استفاده مورد گوناگون شرایط

 

 کشت شرایط و P. sedebokerensis قارچ .2-2

 قارچ به آلوده H. pluvialis هایسلول

P. sedebokerensis جیانگ شهر در ایمنطقه از 

 P. sedebokerensis قارچ و بردارینمونه )چین(

 ها سلول این از کیتریدیومیکوتا گروه به متعلق

 شناسیریخت مطالعه از پس شد. خالص و جداسازی

 ابتدایی شناسایی نوری، میکروسکوپ از استفاده با

 برای شد. انجام هاقارچ سایر و کیترید هایسلول

 از قارچ این سازی خالص و ها باکتری کامل حذف

 ،1سیلین آمپی های بیوتیک آنتی ترکیب ها، باکتری

mg L ) های نسبت با 3جنتامایسین و 2کانامایسین
-

 ها،باکتری حذف از پس گردید. استفاده (1100:10:5

 قارچی آلودگیهای سایر از کیترید سازی خالص برای

 بر مبنی [7] همکاران و گاتمن هایپژوهش اساس بر

 هایمحیط کیترید، برای 9/6-9 مناسب pH یبازه

CGM 4 9 و 8-7 با pH آمیزه سپس .[11] شد تهیه 

 بر هاقارچ سایر و کیترید قارچ به آلوده هایسلول

 با انکوباتور در هاپلیت گردید. پخش پلیت سطح روی

° دمای
C 30 و شد دارینگه روز 3 مدت برای  

 0/9 در هاقارچ سایر از کیترید قارچ هایکلونیتک

pH محیط از استفاده با سپس و جداسازی CGM 

 مایع کشت محیط به سپس هاکلونی این یافت. تکثیر

°) کیترید رشد بهینه دمای در و انتقال
C 32) دهینور و 

s 5دانسیته با پیوسته
−1

 m
−2

 μmol 15 یافت. تکثیر 
                                                           
1
 Ampicilin 

2
 Kanamicin 

3
 Gentamicin   

4
 Chytrid Growth Medium 

5
 Photosynthetic photon flux density (PPFD) 
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 rpm150 سرعت با انکوباتور شیکر در هاقارچ کشت

 های نمک شامل کیترید ویژه کشت محیط شد. انجام

 منبع فاقد که BG11 کشت محیط در شده استفاده

 محیط این باشد. می است، معدنی نیتروژن و کربن

 مخمر، عصاره g L⁻¹25/0 حاوی همچنین کشت

g L⁻¹25/0 و پپتون g L⁻¹ [11] باشد می.  

 

 قارچ با ریزجلبک تیمار .2-3

 بررسی و جلبک ریز های سلول تیمار آغاز از پیش

 از استفاده مناسب درصد تعیین به نیاز سلولی پاسخ

 و ریزجلبک همزمان کشت برای کیترید های سلول

 کیترید قارچ حاوی سوسپانسیون از بنابراین بود. قارچ

 ریزجلبک های سلول به درصد 6 و 4 ،3 درصدهای با

 مطالعه این اینکه به توجه با همچنین شد. اضافه

 قارچ مقابل در ریزجلبک سلول اولیه های پاسخ بررسی

 تیمار برداشت مناسب زمان تعیین به نیاز بود کیترید

 جلبک ریز های سلول آلودگی نرخ سبب همین به بود.

 گیری اندازه بگیرد صورت کامل آلودگی که زمانی تا

 سلولی غلظت با جلبک ریز های سلول شد.

cells mL
 قارچ با %100 طور به روز 4 طی 1×106 1-

 از پس ساعت 48  نتایج، این با شدند. می آلوده کیترید

 نرخ ریزجلبک، سلول کشت محیط به کیترید القای

 ها آزمایش ادامه بنابراین گردید. مشاهده %30 آلودگی

 صورت ساعته 12 زمانی های بازه با و روز دو طول در

 در کیترید قارچ به ریزجلبک سلولی پاسخ گرفت.

 نخست تیمار شد. مطالعه تیمار نوع دو با کشت محیط

 پرداخته ریزجلبک و قارچ همزیست کشت بررسی به

 غلظت با ریزجلبک mL 48 منظور، این برای است.

cells mL سلولی
 %4) کیترید قارچ mL 2 با1×106 1-

 nm 600 موج طول در 1/0 نوری جذب با کل( حجم

 انکوباتور شیکر در روز 2 مدت برای و گشت آمیخته

μmol photon s نور شدت ،C 30° دمایی شرایط با
−1

 

m
 شاهد نمونه شد. کشت rpm150 سرعت و 15 2−

 آلودگی هیچ بدون ریزجلبک سلول mL 50 حاوی

     بود. قارچی

 محیط در ریزجلبک کشت شامل دوم تیمار

 بود. قارچ با آلوده ریزجلبک هایسلول یفیلترشده

 پس ریزجلبکی هایسلول محیط این سازیآماده برای

 با 1-2 بخش در مشابه شرایط تحت کشت روز 7 از

 ریزجلبک mL 192 کار این برای گشت. آلوده کیترید

cells mL سلولی غلظت با
 با و شد برداشت 1×106 1-

mL 8 در 1/0 نوری جذب با کل( حجم %4) کیترید 

 در سپس آمیزه این گشت. آمیخته nm 600 موج طول

 سرعت با انکوباتور شیکر روی mL 250 مایرارلن

rpm150 دمای در °
C 30 دهینور شدت و 

μmol s
−1

 m
 کامل آلودگی تا روز 4 مدت برای 15 2−

 کاغذ با سپس و شد کشت ریزجلبکی هایسلول

 سه مدت برای شده فیلتر محلول و فیلتر 4 واتمن

 کل( حجم 25%)mL 5/12 سپس شد. جوشانده ساعت

 با ریزجلبک حاوی محیط mL 5/37 با عصاره این از

cells mL سلولی غلظت
 برای و مخلوط 1×106 1-

 یکسان شرایط با انکوباتور شیکر در روز 2 مدت

 از یکسان شرایط در دوم شاهد نمونه شد. کشت

  شد. تهیه قارچ بدون ریزجلبکی محیط

 آلوده هایسلول شمارش با ریزجلبک آلودگی نرخ

 ,Olympus BH2) نوری میکروسکوپ با سالم و

Olympus, Japan) بزرگنمایی در X20 1 معادله و 

 تعداد ترتیب به  Nu و Ni آن در که شد برآورد

 درصد P و آلوده غیر و قارچ به آلوده های سلول

  .[7] دهدمی نشان را آلودگی

(1)                            
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 کمک به ها نمونه فوق تیمارهای پایان از پس

  گردید. خشک درای فریز با و آوری جمع سانتریفیوژ

 

 سلولی آزاد آمینواسیدهای سنجش و استخراج 2-4

 درون آزاد هایاسیدآمینو غلظت گیریاندازه برای

 در هاون با سلول خشک وزن گرم 05/0 ابتدا ،سلولی

 ویال به و شد سابیده یخ روی بر %80 اتانول محلول

mL 5/1 مدتبه نمونه حاوی هایویال یافت. انتقال 

 این گرفت. قرار C 80° گرم آب حمام در ساعت یک

 در محیط با شدن دماهم از پس سلولی آمیزه

rpm 13000 دمای در و دقیقه 5 مدت برای °
C 4 

 منتقل mL 2 ویال به شناور رو محلول شد. سانتریفوژ

 شدن، خشک از پس شود. خشک آزاد هوای در تا شد

 و افزوده هاویال از یک هر به دیونیزه آب لیترمیلی یک

 نمونه هر از گردید. خالص µm 45/0 صافی کمک به

 در و بورات بافر µL 20 با µL 25 مقدار به شده صاف

 گشت. مخلوط الدهید فتالارتو محلول µL 10 نهایت

 اسید کلریدریک µL 5 دقیقه، 2 زمان گذشت از پس

M 5/0 به تزریق برای و اضافه هاویال از یک هر به 

 .[18] شد آماده 1 بالا کارایی با کروماتوگرافی دستگاه

 HPLC (Agilent دستگاه با آمینواسیدها سنجش

1200 Infinity series, Agilent Technologies Co., 

USA) ستون کار، این برای شد. انجامZorbax 

Eclipase AAA طول با mm 150 قطر و mm 6/4 

 فاز شد. استفاده FLD تشخیص سیستم به مجهز

 25 فسفات سدیم بافر شامل 1 محلول دو از متحرک

 95 نسبت به تتراهیدورفوران و pH 2/7 با مولارمیلی

میلی 25 فسفات سدیم بافر شامل 2 محلول و 5 به

 به 50 نسبت به ترتیب به استونیتریل و متانول مولار،

  بود. شده تشکیل 2 و 15 به 35

                                                           
1
 HPLC 

 در گرادیان سیستم و جریان برنامه مشخصات

 در هااسیدآمینو جذب .[2] است شده ذکر 1 جدول

 3نشر موج طول و nm 230  2برانگیختگی موج طول

nm 460 دمای و °C 40 آمینو میزان شد. بررسی 

 منحنی زیر سطح محاسبه روش از استفاده با اسیدها

 منحنی از استفاده با و HPLC از حاصل کروماتوگرام

  شد. برآورد آنها استاندارد

 
 هااسیدآمینو HPLC متحرک فاز گرادیان برنامه مشخصات 1 جدول

 جریان  )درصد( متحرک فاز

(mL min-1) 

 زمان

(min) 2فاز  1فاز  

90 10 5/0 0 

90 10 5/0 6/0 

50 50 5/0 9 

40 

0 

0 

90 

90 

60 

100 

100 

10 

10 

5/0 

5/0 

5/0 

5/0 

5/0 

48 

51 

80 

85 

90 

  

 هایفعالیت سنجش برای سلولی یعصاره استخراج .2-6

 آنزیمی

 سلولی غلظت با ریزجلبک محلول mL 50 ابتدا

cells mL
 g× 3000 دور در سانتریفیوژ با 1×106 1-

 سلولی توده سپس شد. آوریجمع دقیقه 3 مدت برای

 فریز در سنجش زمان تا و منجمد مایع نیتروژن در

C
 بافر mL 3 نمونه، این به شد. نگهداری -20 °

 میله با و شد اضافه mM 60 (1/6pH ) سدیم فسفات

 با سلولی عصاره شد. همزده شدتبه ای شیشه

C دمای وrpm15000 دور در سانتریفوژ
 مدت به 4 °

  شد. جدا دقیقه 10

                                                           
2
 Excitation 

3
 Emission 
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 (PO) پراکسیداز آنزیم فعالیت سنجش .2-7

 عصاره اختلاط با پراکسیداز آنزیم فعالیت سنجش

 mM60 (1/6pH،) فسفات سدیم بافر با سلولی

 انجام mM 5 پراکسید هیدروژن و mM 28 گایاکول

 موج طول در آمیزه این نوری جذب [.10] شد

nm 420 آنزیم فعالیت شد. خوانده دقیقه یک از پس 

 دقیقه در گایاکول از Mµ 1 پراکسیداسیون صورت به

 غلظت د.گردی بیان سلول تعداد بر (U واحد، )یک

 برای شد. تعیین برادفورد روش به هانمونه پروتئین

 در L µ 100مقدار به سلولی عصارة هر از ،کار این

 برادفورد محلول mL 1 با و شد ریخته آزمایش لولة

 و هالوله کردن ورتکس از پس و گشت مخلوط

 جذب مقدار اتاق، دمای در دقیقه 5 حداقل گذشت

 دستگاه توسط nm 595 موج طول در هانمونه نوری

 UV/vis (Cintra 6, GBS, Australia) سنجطیف

 مقدار تعیین تنظیم منحنی از استفاده با و شد خوانده

 گردید.

 

 (CAT) کاتالاز آنزیم فعالیت سنجش .2-8

 mM 25 فسفات بافر شامل واکنش مخلوط

(8/6pH ،) H2O2 mM 10 و تهیه آنزیمی عصاره و 

 تجزیه روند به توجه با کاتالاز فعالیت سنجش برای

H2O2 جذب کاهش .[19] گرفت قرار استفاده مورد 

 دقیقه یک طول در nm 240 موج طول در نمونه نوری

 گرممیلی حسب بر آنزیمی فعالیت و شد خوانده

 یک .شد برآورد سلولی عصاره در موجود پروتئین

 تخریب برای لازم آنزیم مقدار معادل آنزیمی واحد

 شده گرفته نظر در پراکسید هیدروژن میکرومول یک

   .[12] است

 

 (SOD) دیسموتاز سوپراکسید آنزیم فعالیت سنجش .2-9

 حاوی HEPES-KOH mM 50 (8/7pH) بافر

EDTA mM 1/0، Na2CO3 mM 50 (2/10 pH)، L-

methionine mM 12، Nitro Blue Tetrazolium 

Chloride (NBT)  mM 75، riboflavin µM 1 با 

 طول در محلول نوری جذب و آمیخته آنزیمی عصاره

 فعالیت حسب بر نتایج و شد. خوانده nm 560 موج

 به آنزیمی فعالیت واحد هر .[10] گردید بیان آنزیمی

 اشاره nm 560 موج طول در NBT درصدی 50 مهار

  دارد.

 

  سلول از گذاره الکترونی میکروسکوپ تصویر تهیه .2-10

 ریزجلبک الکترونی میکروسکوپ تصویر تهیه برای

H. pluvialis سرعت با هاسلول ابتدا قارچ، به آلوده 

×g 3000 با سپس و سانتریفیوژ دقیقه 10 مدت برای 

 پس شد. شسته بار دو (pH 0/7 و M 1/0) PBS بافر

 و PBS حاوی کنندهتثبیت بافر هاسلول به آن از

 ادامه از پیش تا و گشت اضافه %5/2 گلوتارآلدهاید

 برای سپس هانمونه این شد. دارینگه یخچال در کار

 تا شد شستشو دقیقه 15 برای PBS بافر با بار سه

 به سپس و شود پاک هانمونه از سلولی هایباقیمانده

 شد افزوده PBS بافر در %1 تترااکسید اسمیوم هانمونه

 آبگیری گرفت. قرار اتاق دمای در ساعت 4-3 برای و

 و 90 ،80 ،70 ،50 ،5 ،0 درصدهای با ترتیببه الکل با

 برای انتها در هانمونه شد. انجام دقیقه 20 برای 100%

 این گرفتند. قرار  %100 استون در دقیقه 15 مدت

 ساعت 48 برای Epon812 اپوکسی رزین در هانمونه

C دمای در
 اولترامیکروتوم دستگاه با و گذاشته °60

(Leica Ultracut-R microtome 7) قطر با قطعاتی به 

 سپس هانمونه این آمیزیرنگ شد. بریده نانومتر 70

 انجام %28 سیترات سرب و %2 استات اورانیل با

 میکروسکوپ با سازیآماده از پس هانمونه گرفت.
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 (Hitachi-7700, Hitachi Co., Germany) الکترونی

 شد. برداری عکس kV 120 ولتاژ با

 

 آماری تحلیل .2-11

 SPSS افزار نرم با آزمایش هایداده آماری آنالیز

 ی همه کار، این برای گرفت. انجام 23 نسخه

 میانگین مقدار و تکرارشد بار سه حداقل ها آزمایش

 روند شد. تحلیل t-Test  آزمون از استفاده با هاداده

 تیمارهای از پس سلولی آمینواسیدهای غلظت تغییرات

 نمودار تهیه برای Metaboanalystافزارنرم با گوناگون

  گرفت. قرار بررسی مورد 1حرارتی نقشه

 

 بحث و نتایج
 کیترید قارچ حضور در H. pluvialis ریزجلبک رشد .3-1

 برداشت روز هفت از پس H. pluvialis ریزجلبک

 چهار برای کیترید درصد 6 و 4 ،3 هایغلظت با و

 هر در ریزجلبک آلودگی میزان بررسی شد. کشت روز

 مشاهده میکروسکوپ با روز چهار از پس محیط سه

 شد. برآورد (1) یرابطه با آلودگی درصد و گشت

 افزایش با آلودگی درصد افزایش از نشان الف1 نمودار

 بالای غلظت در تغییرات روند ولی دارد کیترید غلظت

 دیگر غلظت دو در ولی است سیگموئیدی شکلبه 6%

 غلظت منظور بهمین یابد.می افزایش ترملایم شیب با

 کیترید به ریزجلبک دفاعی اثر مطالعه برای کیترید 4%

 سطح در سلولی پاسخ مطالعه امکان تا شد گزینش

 مرگ سازوکار شود. فراهم موجود امکانات با مولکولی

 همکاران و گاتمن کارهای طی ریزجلبک هایسلول

 سطح قندهای طریق از کیترید اتصال از حاکی [7]

 شده گزارش سلول درون به نفوذ و )لکتین( سلولی

 ترشح طی ریزجلبک مرگ احتمال بررسی برای بود.
                                                           
1
 Heat map 

 مرگ روند کیترید توسط کشت محیط به هاتوکسین

 یفیلترشده محیط در کشت طی ریزجلبک هایسلول

 کاهش ولی شد مطالعه قارچ به آلوده هایریزجلبک

 محیط از استفاده اما نشد. مشاهده سلولی مانیزنده

 به ریزجلبک حساسیت افزایش سبب شده فیلتر کشت

 ترشح رودمی انتظار لذا (.2 )شکل شد کیترید قارچ

 به کیترید بهتر نفوذ برای کمکی عامل یک هاتوکسین

 طریق از و(2 )شکل ریزجلبک هایسلول درون

 ب و الف2 شکل باشد. سلولی سطح یواسطه قندهای

 با آلوده ریزجلبکی هایسلول میکروسکوپی تصاویر

 هایسلول یفیلترشده محیط در کشت طی را قارچ

 کشت طی را ریزجلبک تصویر د و ج2 شکل و آلوده

 روز تنها تصاویر این )در دهدمی نشان سالم محیط در

 از و است شده منتشر کیترید قارچ القای از پس دوم

 ه2 شکل است.(. گردیده خودداری تصاویر سایر ارائه

 درونبه کیترید نفوذ از شده بزرگنمایی تصویر

  دهد.می نشان را ریزجلبک

 

 
طی چهار روز  H. pluvialisدرصد آلودگی ریزجلبک  1شکل 

 % قارچ کیترید 6و  4، 3های کشت با غلظت
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ی های ریزجلبک طی آلودگی به قارچ کیترید. ریزجلبک کشت شده در محیط فیلتر شدهتصاویر میکروسکوپ نوری و الکترونی سلول 2شکل 

% قارچ کیترید )ب(؛ ریزجلبک کشت شده در محیط سالم )ج( و پس از 4های آلوده به قارچ )الف( و پس از دو روز آلودگی به غلظت سلول

 % قارچ کیترید )د(، تصویر میکروسکوپ نوری از قارچ متصل به سطح ریزجلبک)ه(، همان تصویر با میکروسکوپ الکترونی4سه روز کشت با 

  

 اکسیدانی سلولهای آنتی. تغییر در فعالیت آنزیم3-2

سازوکار دفاع ریزجلبک طی آلودگی به قارچ 

سلولی مولکول سیگنال کیترید با مطالعه سطح برون

 های پراکسید هیدروژن و همچنین فعالیت آنزیم

تواند محیطی میاکسیدانی بررسی شد. اعمال تنش آنتی

بر غلظت مولکولی پراکسید هیدروژن در محیط تاثیر 

غلظت پراکسید هیدروژن برون  2بگذارد. جدول 

 48های گوناگون طی سلولی را پس از اعمال تنش

دهد. کشت ریزجلبک در محیط ساعت نشان می

های آلوده سبب ترشح پراکسید فیلترشده سلول

این در حالی شد. هیدروژن به محیط برون سلولی 

است که کشت ریزجلبک در محیط آلوده به قارچ 

تر پراکسید هیدروژن برخوردار کیترید از سطح پایین

نشان داد که  [4] های کارنی و سورنسناست. پژوهش

استفاده از پراکسید هیدروژن در محیط کشت 

تواند از آلودگی به کیترید می H. pluvialisریزجلبک 

های ریزجلبک رود سلولظار میجلوگیری کند. لذا انت

های تولید شده توسط قارچ میزان با شناسایی توکسین

پراکسید هیدروژن را در محیط برون سلولی بالا ببرند. 

% 71% تا 57طور میانگین محیط آلوده با قارچ به

ها در محیط پراکسید هیدروژن کمتری نسبت به نمونه

تواند می های آلوده دارد که اینفیلترشده با سلول

سازی پراکسید هیدروژن توسط قارچ دلیل خنثی به

باشد. افزایش سطح پراکسید هیدروژن در محیط آلوده 

میکرومولار  8/1به  3/1به قارچ با گذر زمان از 

تواند دلیلی بر تحریک ریزجلبک و تولید پراکسید  می

هیدروژن باشد. با تکثیر قارچ در محیط، سطح پراکسید 

خاطر فعالیت رود ولی بهبالا می هیدروژن ترشحی

 ماند. اکسیدانی قارچ در سطح شاهد باقی میآنتی

برای اطمینان از تولید پراکسید هیدروژن توسط 

های ریزجلبک طی اعمال تنش، فعالیت آنزیم

پراکسیداز، سوپراکسیددیسموتاز و کاتالاز در دو روز 

های در سلول SODکشت سنجیده شد. فعالیت آنزیم 

است. میانگین  POو  CATشاهد بیش از دو آنزیم 

فعالیت سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و پراکسیداز در 

U cellهای شاهد سلول
-1 6-10 × 75/29 ،7-10× 28/6 

 μm  μm 

10 nm 
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های تیمار (. سلول3است )شکل  62/10 × 10 -8و 

شده با محیط کشت ریزجلبکی سالم در ابتدا دارای 

های شاهد( بودند ولی لولفعالیت طبیعی )همانند س

ساعت فعالیت سوپراکسید دیسموتاز در  24پس از 

دلیل تواند به% کاهش یافت. این کاهش می45آنها 

کاهش غلظت مواد مغذی در محیط طی رقیق شدن با 

محیط کشت استفاده شده باشد. کاهش غلظت مواد 

ها از فاز رویشی به مغذی سبب تسریع در گذر سلول

های شود که این با کاهش فعالیت آنزیممیای فاز قهوه

ها سازگار با نتایج اکسیدانی همراه است. این یافتهآنتی

. این پژوهشگران نشان دادند [12] گزارش شده است

از فاز رویشی به فاز  H. pluvialisهای که گذر سلول

های برابر کاهش فعالیت آنزیم 3تا  2سیست تقریبا با 

عنوان نخستین به SODاست و  اکسیدانی همراهآنتی

اکسیدانی طی این گذر یک روند کاهشی از آنزیم آنتی

دلیل فعال شدن دهد. این کاهش بهخود نشان می

اکسیدانی همانند آستازانتین و غیره با های آنتیترکیب

 نقش حفاظتی به مراتب بیشتر است.       
 

 های گوناگونساعت کشت ریزجلبک در محیط 48غلظت پراکسید برون سلولی طی  2ل جدو

 نمونه زمان تیمار)ساعت(

48 36 24 12  

13/0±53/1 a 06/0±57/1 a 2/0±41/1 a 2/0±26/1 a  شاهد 

12/0±77/1 a 05/0±82/1 b 24/0±64/1 b 24/0±5/1 b  قارچ 4ریزجلبک تیمار شده با % 

81/0±10/4 b 14/0±65/4 c 25/0±85/4 c 09/0±35/4 c های ریزجلبکی آلودهریزجلبک تیمار شده با محیط فیلتر شده سلول 

28/0±81/1 c 06/0±97/1 d 3/0±76/1 d 33/0±58/1 d های ریزجلبکی سالم ریزجلبک تیمار شده با محیط فیلتر شده سلول 

 

 

 
 

های ی سلول% محیط فیلترشده25(، chyt% قارچ )4ریزجلبک تیمار شده با های پراکسیداز، سوپراکسیددیسموتاز و کاتالاز فعالیت آنزیم 3شکل 

 ساعت کشت 48و  36، 24، 12( طی ctrl( و نمونه شاهد بدون هیچ تیماری )HBS( و سالم )IBSریزجلبکی آلوده )
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تیمار ریزجلبک با قارچ کیترید سبب افزایش 

شد. آنزیم اکسیدانی با گذر زمان های آنتیزیمفعالیت آن

SOD ساعت  24عنوان نخستین خط دفاعی سلول تا به

شدت فعال بود و سپس با افزایش فعالیت آنزیم به

CAT  به سطح طبیعی باز گشت. بیشترین افزایش

ساعت بود و فعالیت آن پس از  24در  CATفعالیت 

بیشینه  کاهش یافت. POساعت با شروع فعالیت  36

 حدود POو  SOD ،CATهای فعالیت آنزیم

U cell
 5/29 × 10 -8و  5/36 ×7-10، 1/76 × 6-10 1-

ساعت مشاهده  48و  24، 24های ترتیب در زمانبه

ساعت  48ها پس از شد. کاهش فعالیت این آنزیم

شدن مسیر دلیل مرگ سلولی طی نفوذ کیترید و فعال به

اکسیدانی همانند آستازانتین های آنتیسنتزی ترکیب

 است.    

کشت فیلتر شده  تیمار ریزجلبک با محیط

 شدههای کشتهای آلوده روند مشابه با سلول سلول

 هایداد با این تفاوت که آنزیمبا کیترید نشان 

SOD ،CAT  وPO دارای بیشینه فعالیت 

U cell
-به 2/28×10 -8و  6/26×7-10، 8/64×6-10 1-

-ساعت بودند. فعال 36و  12، 12های نترتیب در زما

تر سیستم دفاعی ریزجلبک طی تیمار با شدن سریع

ها حضور توکسین تواند بهمحیط کشت فیلتر شده می

های شیمیایی به سرعت در محیط باشد. این ترکیب

های ریزجلبکی تشخیص و فعالیت توسط سلول

کند ولی کشت ریزجلبک با ها را تحریک میآنزیم

ساعته به بیشینه فعالیت  12پس از یک تاخیر  قارچ

رسید. همچنین میزان اکسیدانی خود های آنتیآنزیم

و  35، 17ها طی تیمار با قارچ حدود فعالیت این آنزیم

ها طی تیمار با % بیشتر از میزان فعالیت این آنزیم5

محیط کشت فیلترشده بود. این تاخیر در پاسخ دفاعی 

لازم برای تولید توکسین  لیل زماندتواند بهسلول می

های توسط قارچ و سپس نفوذ به درون سلول

ریزجلبکی باشد و کمتر بودن فعالیت آنزیمی ممکن 

دلیل تولید بیشتر توکسین توسط قارچ نسبت است به

به یک مقدار توکسین ثابت در محیط کشت فیلتر شده 

 باشد.  

 

 لولی   . تغییر در میزان آمینواسیدهای درون س3-4

براساس تغییرات  1نقشه گرمایی رسمبا 

توان تغییرات نسبی میها، ها/دسته بندی نمونه متابولیت

(. 4نمود )شکل  مشخصها در طی تیمارها را متابولیت

توان گروه بالای نقشه گرمایی می 2ایدر نمودار شاخه

-ای سمت چپ میها و در نمودار شاخهبندی نمونه

 ها را مشاهده کرد. بولیتتوان دسته بندی متا

سلولی روند تغییرات آمینواسیدهای درون

ریزجلبک طی تیمار با قارچ کیترید و نمونه شاهد و 

های آلوده و سالم همچنین با محلول فیلتر شده سلول

طور که نتایج نشان داده شده است. همان 4در شکل 

دهند، بیشترین غلظت آمینواسیدی مربوط به نشان می

ین و آلانین پس از تیمارهای گوناگون است و هیستید

کمترین تغییرات غلظتی این دو آمینواسید در 

ساعت کشت و  48و  36، 12های شاهد پس از  سلول

های تیمار شده با محیط کشت فیلتر همچنین در سلول

ساعت است. این افزایش غلظت   12شده پس از 

ن اکسیدانی ایتواند به کارکرد آنتیهیستیدین می

. کمترین غلظت [22]آمینواسید ارتباط داشته باشد 

آمینواسیدی مربوط به تریپتوفان و فنیل آلانین بود که 

تواند به مصرف بالای سلولی این دو آمینواسید می

ارتباط یابد. از آنجایی که تریپتوفان پیش ساز هورمون 

اکسین است، کاهش چشمگیر آن می تواند به دلیل 

                                                           
1
 Heatmap 

2
 Cluster 



 1396، پاییز 4تکوینی سال نهم، شماره  شناسیپژوهشی  زیست  –علمی  فصلنامه

 

63 

های آلوده  باشد. اکسین در سلول سنتز هورمون اکسین

های تغییر دهنده دیواره منجر به شل  با پیش بردن آنزیم

شدن دیواره سلولی و افزایش حساسیت سلولی 

. افزایش غلظت آمینواسیدهای متیونین، [13]شود  می

گلایسین و ترئونین ممکن است در ارتباط با خاصیت 

دهندگی و پذیرندگی این دو آمینواسید در الکترون

باشد. لازم به ذکر است که  pHشرایط خنثی از لحاظ 

های آلوده به قارچ بالاتر بودن سطح متیونین در نمونه

دلیل نقش این تواند بهساعت می 48و  36پس از 

های دفاعی سلول همانند آمینواسید در القای بیان ژن

ترانسفراز در  -sلوتاتیون ی کتیناز و گهای کدکنندهژن

. سازگار [3]های قارچی باشد ی پارازیتمقابل حمله

های مربوط به افزایش فعالیت آنزیم 3با گزارش شکل 

های آلوده به قارچ، بیشترین اکسیدانی در نمونهآنتی

های آلوده با قارچ مقدار این سه آمینواسید در نمونه

که این  ساعت مشاهده شد 36و  24کیترید پس از 

تواند به غلظت بالای پراکسید در محیط ارتباط می

داشته باشد. افزایش غلظت آلانین به کارکرد این 

سازی تنش از طریق حفظ درهم آمینواسید در خنثی

. آمینواسید [1]تواند مرتبط باشد ها میتنیدگی پروتئین

دارای دو کارکرد حفظ  1آمینوبوتریک اسید-گاما

های  یق فراهم کردن پیش مادهتمامیت سلول از طر

ساز تولید چرخه کربس و نیز فراهم کردن پیش

آمینواسیدهای ضروری گلوتامات، گلایسین و آلانین 

تواند به این دو . کاهش نسبی گابا می[21]است 

های محیطی برای حفاظت از کارکرد در مقابله با تنش

سلول مرتبط باشد. آمینواسیدهای آسپاراژین، 

دلیل اسید، گلوتامین و سرین از یک سو بهآسپارتیک 

سازی خاصیت ردوکسی و نقش ویژه در خنثی

یابند و از سوی دیگر پراکسیدها در محیط افزایش می

                                                           
1
 GABA 

با بالا رفتن شدت تنش و افزایش تنفس سلولی برای 

ثابت نگهداشتن نسبت کربن و نیتروژن در چرخه 

شود. این دو مسیر متفاوت کربس مصرف می

تواند دلیلی بر میزان یسمی و آنابولیسمی میکاتابول

غلظت این دسته از آمینو اسیدها در سطح متوسط 

. بالاترین میزان تغییرات در مورد تیمارهای [24]باشد 

به کار گرفته شده مربوط به دو آمینو اسید سرین و 

 تایروزین است. 

 

 بحث

به قارچ  H. pluvialisهای ریزجلبک آلودگی سلول

ها پس کیترید سبب مرگ سریع و واپاشی کامل سلول

بر هم کنش هماتوکوکوس و شود. از چهار روز می

های سلولی از کیترید منجر به ایجاد پاسخ

شود تا بتواند در مقابل کیترید از هماتوکوکوس می

خود محافظت کرده و از نفوذ کیترید جلوگیری کند. 

سایی کیترید و ای که برای شنانخستین فرضیه

هماتوکوکوس بیان شده بود، شناسایی قندهای آمینی 

های لکتین سطح سطح هماتوکوکوس توسط پروتئین

به نظر می رسد که قارچ کیترید ابتدا با کیترید بود. 

ها به محیط برون سلولی و سپس با ترشح توکسین

و نفوذ به درون آن منجر به  اتصال به سطح سلول

شود. های ریزجلبکی میلمرگ و واپاشی سلو

های تولیدی در اثر حمله کیترید منجر به سیگنال

افزایش سطح پراکسید سلولی در هماتوکوکوس 

شود تا با آزاد کردن آن به محیط بیرون، سلول  می

کیترید را از بین ببرد. اما افزایش سطح پراکسید برای 

سلول در سطح داخل سلول نیز بازخوردهایی در پی 

های ریزجلبک نیز برای حفظ تمامیت خود ولسلدارد. 

 اکسید اکسیدانی سوپرهای آنتیبر فعالیت آنزیم

افزاید. این دیسموتاز، پراکسیداز و کاتالاز سلولی می



 انو همکار بهاره ناهیدیان / Paraphysoderma sedebokerensisطی آلودگی به قارچ  Haematococcus pluvialisمطالعه مکانیسم دفاعی ریزجلبک 

 

64 

افزایش پراکسید هیدروژن با افزایش فعالیت مسیرهای 

سوخت و سازی آمینواسیدهایی همانند هیستیدین، 

ترتیب نقش مقابله بهمتیونین و آلانین همراه است که 

های دفاعی همانند ی بیان ژنبا تنش پراکسید، القاکننده

های کاتالیتیک در مقابل کیتیناز و حفظ فعالیت پروتئین

بیوسنتز تنش اکسیداتیو را دارند. این در حالی است که 

سرین و ذخیره آن منبعی را برای تولید اسیدآمینه 

هورمون اکسین پیش ساز کند که تریپتوفان ایجاد می

است و باعث شل شدن دیواره سلولی و افزایش 

حساسیت سلول ریز جلبک نسبت به کیترید می شود. 

و این نتیجه احتمالا می تواند عامل موفقیت کیترید در 

 کردن پاسخ دفاعی ریزجلبک سازی و خنثی روند آلوده

h. pluvialis  و استفاده از آن به عنوان عنوان منبع

 غذایی برای رشد و ادامه حیات خود باشد.

 

 تشکر و قدردانی

از راهنمایی سرکار خانم دکتر دانشیان هان و 

موسسه هیدروبیولوژی آکادمی علوم چین نهایت 

تشکر و قدردانی را داریم. همچنین از حمایت مالی 

پروژه دانشگاه تربیت مدرس در اجرای این 

 سپاسگزاریم.

 

 
 

های ریزجلبکی آلوده ی سلول% محیط فیلترشده25(، chyt% قارچ )4با  طی تیمار H. pluvialisروند تغییرات آمینواسیدهای درون سلولی  4شکل 

(IBS( و سالم )HBS( و نمونه شاهد بدون هیچ تیمار )ctrl طی )ساعت کشت 48و  36، 24، 12 
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Abstract 
In the present study, the first early physiological responses of the green micro algae Haematococcus 

pluvialis during infection by chytrid Paraphysoderma sedebokerensis was studied. To this end, the 

palmeloid form of Haematococcus pluvialis was cultivated for two days in three media including the 

medium infected with chytrid (chyt) and the culture of chytrid infected (IBS) and uncontaminated 

(HBS) cells. Then, the activity of antioxidant enzymes, extracellular peroxide, and free intracellular 

enzymes were determined by UV/Vis spectrophotometry and HPLC techniques. The activity of 

superoxide dismutase, catalase, and peroxidase in the chytrid infected cells after 24, 24, and 48 h was 

2.3, 6.7, and 2.6 times higher those of control. These values for the cells cultivated with the infected 

media after 12, 12, and 36 h was found to be 2.1, 2.5, and 2.6 times higher than control. The 

extracellular peroxide content in the algae cultivated with the contaminated media was nearly constant 

and about 4 fold of the other specimens; while those of chytrid infected cells was slightly increased 

from 1.3 to 1.8 μM during 48 h cultivation. Amino acids histidine, alanine, asparagine, aspatic acid, 

arginine, and methionine were of the highest and the phenylalanine and tryptophan were of the lowest 

content.  These results can be attributed to the cells defense response to chytrid infection thorough 

enhancement of peroxide content and activation of antioxidative pathways. 

 
Keywords: Antioxidant activity, Chytrid, Free intracellular amino acids, Haematococcus pluvialis, 

hydrogen peroxide 




